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1. 1. 乳酸球菌 Enterococcus mundtii QU 25  





シロース条件下で培養するとペントースリン酸 (PP)/解糖 (glycolytic) 経路が働いてホモ型乳酸発酵の
みが、低濃度キシロース条件下ではそれに加えてホスホケトラーゼ (PK) 経路が働いてヘテロ型乳酸
発酵も行われていると推定され、更に PK 経路の初期で働く PK の活性の有無がヘテロ乳酸発酵とホ
モ乳酸発酵の切替えの鍵になっていることが考えられた (Abdel-Rahman et al., 2011)。 
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 QU 25 のゲノムは主染色体とプラスミド合わせて 3.35 メガ塩基対から成り、キシロ
ースを糖源とした乳酸発酵に必要な、キシロースの取り込みと初期代謝に必要な遺伝
子群、ペントースリン酸経路や PK 経路に関わる遺伝子群を持っていることが明らか















図１．Enterococcus mundtii QU 25株における推定乳酸発酵経路。 
 
PP/glycolytic pathway; ペントースリン酸/解糖経路、PK pathway; ホスホケトラーゼ経路、代謝経路を形
成し QU 25 ゲノム上に遺伝子が見いだされる酵素名とその省略形。XylA; キシロースイソメラーゼ、
XylB; D-キシロ―ス キナーゼ、Tkt; トランスケトラーゼ、Tal; トランスアルドラーゼ、XfpA; D-キシ
ルロース5リン酸/D-フルクトース6リン酸ホスホケトラーゼ (QU 25のPK)、AckA; アセテートキナ
ーゼ、EutD; ホスホトランスアセチラーゼ、PflB; ギ酸アセチルトランスフェラーゼ、AdhE; アルコー
ルデヒドロゲナーゼ。 
 
1. 2. ホスホケトラーゼ (PK) 





（X5P）を基質としており、基質にリン酸を付加してグリセルアルデヒド 3 リン酸 (GAP)、アセチル
リン酸、水を生成する反応を触媒する。Bifidobacterium 属では X5P に加えてフルクトース 5-リン酸
( F6P) も基質とできるPKが報告され、両者に相同性はあるものの、PKはX5Pのみを基質とするXPK
グループ、X5PとF6Pの両者を基質とするXFPKグループに分けられた。Bifidobacterium breve 203由
来のXFPKの結晶構造より、PKはホモ二量体で働くことが明らかとなった (Suzuki et al., 2010)。 
 ゲノム解析の結果、QU25 株では PK 遺伝子が１個見出されており、xfpA とアノテーションされた 
(Shiwa et al., 2014)。続いて、xfpAの転写量について解析した結果、培養時のキシロース初濃
度の違いで起こるホモ-およびヘテロ-乳酸発酵の切り替えに伴う PK 活性の調節は、
xfpAの転写レベルではないことを示した (Yanase et al., 2015)。またXfpAは、F6Pを基質とは出
来ず、そのアミノ酸配列からの類似性からも、アノテーションに反して XFPK ではなく XPK グルー
プに属していた。更に、QU 25 の細胞中では PK 活性の有無にかかわらず XfpA タンパク質はほぼ等






た菌体から抽出したタンパク質 10 μg をそれぞれ 10%SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動にて分
離泳動した。タンパク質の抽出は脱リン酸化酵素阻害剤 cOmplete, EDTA-free (Roche, Basel, Schweiz) 存
在下で行った。その後、ゲル内のタンパク質をポリヴィニリデンダイフルオライド膜に写した後、抗
Phosphoserine (Anti-SerP) 抗体 (Millipore, CA, USA)、抗Phosphothreonine (Anti-ThrP) 抗体 (Millipore)、
抗組換え XfpA (Anti-rXfpA) 抗体 (Nabeta, et. al. 2019) を用いて結合するタンパク質を検出した 
























 次に、QU 25 株をヘテロ乳酸発酵条件、ホモ乳酸発酵条件で培養した菌体からタンパク質を抽出
して電気泳動し、リン酸化抗体を用いてウエスタンブロット法で解析した。セリン残基がリン酸化を











図２ QU 25のヘテロ乳酸発酵条件とホモ乳酸発酵条件における菌体タンパク質のウエスタンブロッティング。 
 
a) 、b)ともレーン１と3はヘテロ乳酸発酵条件、レーン２と４はホモ乳酸発酵条件 、a)レーン１と２
は Anti-SerP 抗体で検出、レーン３と４は Anti-rXfpA 抗体で検出。b)レーン１と２は Anti-ThrP 抗
体で検出、レーン３と４は Anti-rXfpA 抗体で検出。◀ はいずれも89.5 kDaのバンドの位置を示す。 
 
ヘテロ乳酸発酵条件 (レーン１と３) とホモ乳酸発酵条件 (レーン２と４) のサンプルでは、XfpA の
タンパク量は (レーン３と４)で変化は無く、XfpA のサイズである 89.5 kDa の大きさのセリン残基
がリン酸化を受けているタンパク質を検出できなかった (レーン１と２)。図2b は、スレオニン残基
がリン酸化したタンパク質を Anti-ThrP 抗体を用いて検出した結果で、ヘテロ乳酸発酵条件 (レーン
１と３) とホモ乳酸発酵条件 (レーン２と４) のサンプルでは、XfpA のタンパク量はa)と同様一定 
(レーン３と４) であったが、XfpA のサイズである 89.5 kDaの大きさのスレオニン残基がリン酸化
を受けているタンパク質は検出できなかった。 
 さらに、免疫沈降 (IP: Immuno Precipitation)を行った。IP は、QU 25 細胞からのタンパク質抽出液
と Anti- SerP を混合させ、免疫沈降したものを Anti-rXfpA を用いてウェスタンブロット法により解
析した。同様に、Anti-ThrP を用いた IP も行った。その結果、各リン酸化抗体に結合でき、かつ、
Anti-rXfpAに結合できるタンパク質は検出できなかった (データは示していない)。そのため、XfpA 
の セリンやスレオニンがリン酸化されている可能性は低く、これらのタンパク質修飾は XfpA の活
性化・不活化に関与している可能性が低いことを示唆している。 
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